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研究成果の概要（和文）：ダイズの収量の不安定要因である湿害を解決するために、ダイズの生

育初期における湿害発生機構を、プロテオーム解析技術を用いてタンパク質レベルから包括的

に解析した。ダイズ出芽期の冠水ストレスにより、根端部分は顕著に傷害を受け、細胞壁、細

胞膜、ミトコンドリア等に存在する多数のタンパク質群が変動した。特に、湿害によるリグニ

ン化の抑制やエネルギー代謝効率の低下等の改善が重要であることを示唆した。 
 
研究成果の概要（英文）：Flooding is a major problem for soybean because it reduces the growth 
and grain yield.  To investigate the function of proteins in the response to flooding stress, 
proteome techniques have been used. Proteins in cell wall, plasma membrane and mitochondria 
were remarkably up- or down-regulated under flooding stress. Especially, it is suggested that the 
improvement of the decrease of the lignification and energy metabolism might be important. 
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１．研究開始当初の背景 

日本のダイズは大部分が水田転換畑で栽
培されていることから、湿害の発生が大きな
問題である。長雨や台風の多い日本において
はダイズの収穫量が不安定であり、輸入に頼
っているのが現状で、国産ダイズの安定的多
収が生産から実需・消費に至る各方面で望ま
れている。ダイズは耐湿性の低い作物であり、
既存の品種・系統に画期的な耐湿性を有する
ものは知られていない。耐湿性ダイズ品種の
選抜や作出、さらには遺伝子改良・新形質の
導入による耐湿性の飛躍的な向上が生産安
定化のために急務である。ダイズの生産性に

係わる重要形質である耐湿性の改良を目指
し、ダイズの湿害を回避することは生産性の
安定・向上に有用である。 
 日本の多くの地域で、ダイズの播種は梅雨
期に重なっているため、特に発芽から出芽に
至る生育初期の湿害が問題になっている。ダ
イズの生育初期の湿害は、種子吸水時と幼根
が種皮を破って伸長を開始した後では発生
機構が全く異なる。前者は種子含水率の調節
により実用的に回避できるが、後者について
はその発生機構について研究した事例は未
だ無い。植物の湿害は酸素欠乏や病害の発生
によって起こり、植物の低酸素ストレス耐性
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については、シロイヌナズナを中心に分子生
理学的解析が行われ、嫌気代謝系が重要な役
割を果たすことが推定されている。ダイズに
共通した作用機構があるかどうかは不明で
あり、生育初期の湿害発生機構を包括的に解
析し、未知の湿害発生機構の存在も視野に入
れて解明する必要がある。 
 
２．研究の目的 

ダイズ生育初期における湿害発生機構を、
未知の湿害発生機構も視野に入れて、プロテ
オーム解析技術を用いてタンパク質レベル
から包括的に解析し、タンパク質間相互作用
解析により湿害発生ネットワークを明らか
にする。そのために、ダイズの初期生育時に
おいて湿害発生により変動するタンパク質
群を包括的に解析する。さらに、突然変異ダ
イズ等を用いて冠水抵抗性を指標として選
抜し、プロテオーム解析で検出されたタンパ
ク質あるいは遺伝子の発現を解析する。この
ことにより、ダイズの出芽期の湿害発生機構
を明らかにする。本研究により、将来的にダ
イズの湿害を回避することにつながり、生産
性の安定・向上に貢献する。 
 
３．研究の方法 
(1) ダイズの出芽期の湿害時に変動するタ
ンパク質群のデイファレンシャル解析 
① 実験材料：ダイズ品種エンレイの種子を、
スポンジや砂に播種２日後に冠水処理し、経
時的に根数、主根長、側根および不定根、新
鮮重を測定する。実際に形態に変動が確認さ
れる条件下で経時的に冠水処理した材料を
実験に供する。 
② 従来の二次元電気泳動法による変動する
タンパク質群の解析：冠水処理後経時的に細
胞質および膜画分タンパク質を超遠心分離
法により分画し、トリクロロ酢酸・アセトン
で濃縮し、二次元電気泳動法により分離する。
次に、画像解析ソフトを用いて、二次元電気
泳動パターン上のタンパク質の発現量を解
析し、湿害時に変動するタンパク質群を同定
する。 
③ 微量タンパク質の解析：同時並行でダイ
ズの微量タンパク質群の同定法を改良し利
用する。微量な機能性タンパク質群の検索手
法については、蛍光標識二次元電気泳動法や
ゲルフリープロテオミクス技術を利用する。 
④ 変動するタンパク質群の構造解析：ダイ
ズにおけるタンパク質の構造解析は、マイク
ロエドマンシーケンス法および質量分析計
解析後の DeNovo 解析法によりアミノ酸配列
を着実に決定する。 
 
(2) デイファレンシャル解析で同定された
湿害時に変動するタンパク質群のネットワ
ーク解析 

① オルガネラプロテオミクス技術によるタ
ンパク質間ネットワーク解析：湿害下で変動
するタンパク質群の細胞内局在性を明らか
にすることにより、タンパク質間相互作用を
解析する。湿害下の出芽期ダイズから細胞壁、
細胞膜、ミトコンドリア等を精製し、プロテ
オーム技術にて変動するタンパク質を解析
する。 
② タンパク質間相互作用解析ソフト利用に
よるネットワーク解析：包括的な手法として
タンパク質群の経時的発現解析後クラスタ
ー解析し S-System 法を用いたタンパク質間
ネットワーク解析法を行い、ダイズの耐湿性
に関与する候補タンパク質群を絞り込む。絞
り込まれた湿害に応答して変動する候補タ
ンパク質群のアミノ酸配列を利用してプラ
イマーを作成し、PCR 法によりプローブを調
整し定量リアルタイムＰＣＲ法にて、RNA レ
ベルでの発現解析を行い、耐湿性との関連を
確定する。 
 
(3) ネットワーク解析で選出された耐湿性
関連候補タンパク質の機能解明と遺伝子単
離 
① 完全長 cDNA の単離：絞り込まれたタンパ
ク質遺伝子について、得られたアミノ酸配列
を利用してプライマーを調整し、ＰＣＲ法を
用いて遺伝子を単離する。 
② 湿害時に変動するタンパク質・遺伝子の
機能解明：ダイズの初期生育時の湿害に応答
する候補タンパク質・遺伝子について、機能
解明を行うために、in situ ハイブリダイゼ
ーション法等によってタンパク質・遺伝子の
組織内局在性を明らかにする。 
 
(4) 耐湿性突然変異ダイズの選抜およびそ
の利用による耐湿性関連候補遺伝子の評価 
① 耐湿性突然変異ダイズの選抜：耐湿性品
種は選抜されていない。そこで重イオンビー
ム・炭素イオンをダイズに照射し（理研との
共同研究）突然変異ダイズを作出し、冠水抵
抗性を指標として耐湿性ダイズを選抜する。 
② 耐湿性突然変異ダイズの利用による耐湿
性候補遺伝子の評価：上記で選抜された耐湿
性突然変異ダイズを用いて、耐湿性候補遺伝
子の発現を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
① 包括的手法としてプロテオーム解析技術
を用いて、ダイズ出芽期の冠水ストレスで変
動するタンパク質群を解析した。多くのタン
パク質群が増加あるいは減少し、その中でも
顕著に変動するアスコルビン酸ペルオキシ
ダーゼは、冠水時にタンパク質および遺伝子
レベルで減少することを明らかにした（図
１）。 



 

 

図１ 蛍光標識二次元電気泳動による冠水ストレ

スで変動するダイズタンパク質群の検出：ダイズ

出芽期において無処理と冠水処理群からタンパク

質を抽出し、それぞれに蛍光色素で標識後二次元

電気泳動でタンパク質を分離した、番号は冠水ス

トレスで変動するタンパク質を示す。 

 
② アスコルビン酸ペルオキシダーゼをコム
ギの無細胞系を用いて発現させ抗体を調整
し、経時的・器官特異的な発現を解析した結
果、ダイズの出芽期に増加し、冠水ストレス
で減少することを明らかにした。さらに、in  
situ ハイブリダイゼイション法により、ダイ
ズの分裂の激しい組織で発現し、冠水ストレ
スで顕著に減少することを明らかにした（図
２）。 

図２ in situ ハイブリダイゼイション法による

アスコルビン酸ペルオキシダーゼの局在：図上は

無処理、下は冠水処理時の各器官を示す。 

 
③ タンパク質の相互作用を検討するために、
細胞膜および細胞壁に存在するタンパク質
群を解析した。ダイズ出芽期の冠水ストレス
により、病害・防御反応、およびタンパク質
合成およびタンパク質修復を、タンパク質リ
ン酸化を介して制御していることを明らか
にした。さらに、細胞壁においては、リグニ
ン合成やリグニン化に関与するタンパク質
群が、冠水ストレスにより顕著に抑制されて
いることを明らかにした（図３）。 
 

図３ ダイズ根端部分のリグニン染色：図左は無

処理、右は冠水処理の根端部分を示す。 

 
④ 冠水条件下で変動するダイズミトコンド
リアタンパク質のプロテオーム解析を行っ
た結果、クエン酸回路および電子伝達系の複
合体 Iと II は活性化されるが、複合体 III、
IV、V は阻害され ATP 産生を抑制することに
より、エネルギー代謝効率を低下することを
証明した。 
 
⑤ ダイズには耐湿性品種は選抜されていな
いことより、重イオンビーム・炭素イオンを
ダイズに照射し（理研との共同研究）突然変
異ダイズを作出した。発芽試験および生長試
験を行い、発芽率の影響を与えないが、その
後の生長量を半減する照射量として 100Gyを
選択し、種子を増殖してＭ３種子を採取する
ことにより、耐湿性研究の素材を開発した。 
 
(2) 得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
ダイズの出芽期における冠水ストレスに

関与するタンパク質群を明らかにし、その相
互関係が明らかになりつつあり、その成果は
学会報告と同時に論文として報告した。さら
に、海外からの講演依頼を受け、招待講演を
行った。 
 
(3) 今後の展望 
① 突然変異ダイズを用いて出芽期の冠水抵
抗性を示すダイズを選抜し、機能解明実験に
用いる。 
② 湿害時に誘導されたタンパク質の抗体や
遺伝子の DNA プローブを用いて、突然変異体
中での発現量を解析する。 
③ 冠水抵抗性突然変異ダイズを用いてプロ
テオーム解析を行うことにより、耐湿性機構
に関与するタンパク質群を明らかにする。 
④ 本課題で絞り込んだ耐湿性候補タンパク
質・遺伝子の機能を考察し、湿害発生機構あ
るいは耐湿性機構を明らかにする。 
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